第 40 卷 增刊 E H F 报 Vol. 40, Suppl. 
1997 年 11 月 ACTA ENTOMOLOGICA SINICA Nov. ，1997 


不 同 地 区 棉铃 虫 种 群 DNA SATE 
的 RAPD 分 析 * 


雷 件 仁 李 A BPH 


(中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 ”北京 100094) 


摘要 ”通过 对 棉铃 虫 Helicoverpa armigera (Hübner) 17 个 地 理 种 群 DNA 多 态 性 进行 了 RAPD 
Si, GRR. 棉铃 虫 可 以 分 为 四 大 类 群 ,三亚 (SY), OE (SC) 和 哈密 HM) 种 群 各 为 
独立 的 一 类 , 与 内 地 种 群 有 明显 的 差异 , 其 中 三 亚 种 群 差异 最 大 ; 第 四 类 包含 14 个 地 理 种 群 , 它 
们 之 间 相 对 分 化 较 小 , 基因 相似 程度 较 高 , 特别 是 黄河 流域 和 过 河流 域 南部 的 种 群 则 遗传 距离 
最 小 ， 无 基因 交流 障碍。 单个 个 体 的 RAPD 分 析 表 明 ， 这 些 种 群 包 的 某 些 个 体 相互 交错 ， 进 一 
步 说 明 这 些 种 群 间 可 能 存在 着 广泛 的 基因 交流 ,最 后 还 讨论 了 形成 棉铃 虫 遗 传 多 态 性 的 主要 原 
H. 


关键 词 ”棉铃 虫 ， 地 理 种 群 ， 遗 传 变 异 ，RAPD 分 析 


棉铃 虫 Helicoverpa armigera (Hübner) 是 众所周知 的 世界 性 大 害虫 , 有 关 其 发 生 规 
律 、 生 物 学 习性 、 防 治 及 其 抗 药 性 等 方面 的 研究 很 多 ， 从 这 些 研究 报道 中 发 现 : 

不 同 地 区 棉铃 虫 种 群 灌 育 的 临界 光 周 期 和 对 温度 的 反应 不 同 …”; 不 同 地 理 种 群 血 
淋巴 游离 氨基 酸 的 种 类 和 含量 不 同 ， 肖 家 浩 等 对 河南 、 河 北 、 山 东 、 江 苏 等 9 个 县 、 市 
棉铃 虫 种 群 6 龄 幼虫 游离 氨基 酸 的 分 析 发 现 ,新 乡 等 四 县 的 棉铃 虫 种 群 比 其 它 种 群 多 一 种 
谷 氨 酸 ， 泗 阳 的 多 一 种 天 冬 氨 酸 ， 西 华 县 的 却 多 谷 氨 酸 和 天 冬 氨 酸 这 两 种 ， 而 且 含 量 也 
表现 出 地 区 间 差 异 ;， 不 同 地 理 种 群 的 酯 酶 同 功 酶 不 同 ,特别 是 湖北 的 品系 与 河南 、 河 北 、 
北京 三 地 区 的 棉铃 虫 差异 较 大 。 

在 国外 也 有 类 似 的 报道 , 如 原 苏联 高 加 索 地 区 的 棉铃 虫 在 25C 下 ,光照 14 h, WAR 
为 50% ， 而 巴 库 和 列宁 格 勤 当地 的 棉铃 虫 种 群 在 同等 条 件 下 ， 清 育 率 却 很 低 ; 那么 上 述 
差异 在 遗传 结构 上 的 反映 如 何 ? 即 种 内 群体 间 (或 地 区 间 ) 的 分 化 程度 、 基 因 差 异 如 
何 ? 

本 文 利用 RAPD 分 子 标记 技术 对 我 国 不 同 地 区 的 棉铃 虫 种 群 进 行 研究 ， 从 DNA 分 
子 水 平 上 了 解 不 同 地 区 间 棉 铃 虫 种 群 的 差异 及 种 下 分 化 的 程度 和 水 平 ， 这 对 依据 各 地 虫 
源 遗 传 结构 的 相似 程度 进一步 研究 棉铃 虫 的 迁 飞 扩散 规律 具有 重要 的 意义 。 


* 国家 自然 科学 基金 和 攀登 计划 部 分 资助 项 目 
1997-04-30 收 稿 ，1997-07-21 收 修改 稿 
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1 材料 与 方法 
1.1 RẸ 


所 用 虫 源 采 自 新 疆 哈 密 (HM) 和 莎 车 (SC)、 辽宁 辽阳 (LY) .北京 (BJ)、 河北 定 兴 
(DX)、 山 东 高 密 (GM) 和 德州 (DZ)、 河 南 新 乡 (XX)、 和 台州 (YZ) 和 信阳 (XY)、 陕 西 渭南 
(WN) .江苏 南京 (NJ) .浙江 杭州 (HZ) 湖北 武 穴 C(WX) 湖南 衡阳 (CHY) 四 川 简 阳 (JY)、 


海南 三 亚 (SY)17 个 地 区 。 


1.2 DNA 的 提取 


采用 C.L. Williams 等 5 的 方法 从 棉铃 虫 晴 中 提取 DNA. 


1.3 引物 


采用 美国 Operon 公司 生产 的 随机 引物 , 共用 了 OPH, OPO, OPR, OPAL 4 套 引 物 。 


1.4 RAPD-PCR 反应 的 条 件 


“” 扩 增 反 应 的 总 体积 为 25 pL, 其 中 含 10 mmol/L Tris-HCl, pH8. 3, 50 mmol/L KCl, 
1.5 mmol/L MgCl;, 0.1 mmol/L dNTPs, 15 ng 引物 ，15 一 20 ng 模板 DNA, 14 fiz 
Taq DNA 聚合 酶 (中国 科学 院 遗 传 所 )，25 pL 石蜡 油 . 扩 增 反应 在 PCR 基因 扩 增 仪 
(twinBlock thermal cycler) 上 进行 .94C 1 min, 37C 1 min, 72C 2 min，5 个 循环 ， 然 
后 94C 30 s, 37C 90 s、72'C 90s, 40 个 循环 , 最 后 在 72C 延伸 10 min。 扩 增产 物 在 1. 5% 


的 琼脂 糖 凝 胶 中 电泳 4 h， 经 省 化 乙 锭 染色 ， 


1.5 统计 分 析 


紫外 灯 下 观察 、 照 相 。 


FA SAS (statistical analysis system) 软件 包 进 行 聚 类 分 析 。 





图 1 引物 OPO-8 扩 增 的 产物 
1.SC; 2. HM; 3.HY; 4.HZ; 5.WX; 6.XY; 7. YZ; 
8. XX; 9.DZ; 10.GM; 11.LY; 12.WN; 13.JY; 
14.SY; 15.DX; 16.NJ; 17.BJ. 
M. 标准 分 子 量 ADNA. Hind 1 +EcoR 1); 
bp. 碱 基 对 数目 


2 ”结果 与 分 析 


2.1 同一 种 群 多 个 个 体 混合 的 RAPD 分 析 

我 们 对 17 个 地 理 种 群 ， 每 种 群 随 机 选取 
10 个 个 体 进行 混合 , 用 24 个 随机 引物 (图 1 和 
表 1) 分 别 扩 增 , 根据 某 一 位 点 有 条 带 为 1, 无 
条 带 为 0, 对 扩 增 结果 进行 统计 , 共 得 到 100 个 
多 态 性 位 点 ,用 类 平均 法 进行 系统 聚 类 ,结果 
见 图 2, 从 图 可 以 看 出 ，17 个 种 群 分 为 明显 的 
四 个 类 群 : 海南 三 亚 SY) HH, CSE 
它 种 群 差异 最 大 ， 明 显 分 离 ; OX EHE 
(SC) 种 群 , 它 的 差异 也 较 大 , 处 于 分 文 图 的 
最 左边 ， 相 对 来 讲 ， 它 与 哈密 种 群 的 关系 较 


增刊 


it; @ 新 疆 哈 密 (HM) HH, 它 与 内 地 种 群 


表 1 24 个 引物 扩 增 的 棉铃 虫 17 个 地 理 


雷 仲 仁 等 : 不 同 地 区 棉铃 虫 种 群 DNA 多 态 性 的 RAPD 分 析 


也 形成 明显 的 分 离 ; 由 最 大 的 一 支 ， 包 括 14 种 群 的 多 态 性 位 点 
个 地 理 种 群 , 初 看 起 来 它们 呈 连 续 的 变异 ,但 多 态 性 公共 
进一步 分 析 可 以 发 现 长 江 流域 棉 区 的 衡阳 多 a 条 带 条 带 a 
(HY), Æ (WX), ER XY) 等 种 群 都 “OPO-01 GGCACGTAAT 9 3 12 
在 外 围 ， 而 且 关 系 较 近 ， 黄 河流 域 棉 区 的 新 see ACGTAGCGTG 5 2 l 
-03 CTGTTGCTAC 4 1 5 
5 (XX), BM (YZ)、 高 密 (GM), We OPO-04 AAGTCCGCTC 3 4 7 
(WN) 及 辽河 流域 棉 区 南部 的 北京 (BJ), il opo-os CCCAGTCACT 5 4 9 
E (LY》 等 种 群 处 于 中 心 ， 关系 较 近 , (AB OPO-07 CAGCACTGAC 6 2 8 
| ier 、 OPO-08 CCTCCAGTGT 5 1 6 
州 (DZ), Æ% (DX) 及 杭州 (HZ)、 南 京 o AC a A i 
(ND 棉铃 虫 种 群 的 关系 稍 有 交错 。 OPO-12 CAGTGCTGTG 3 3 6 
OPO-13 GTCAGAGTCC 6 1 7 
2.2 单个 个 体 的 RAPD 分 析 OPO-14 AGGATGGCTC 10 1 11 

OPO-15 TGGCGTCCTT 2. 2 

我 们 对 17 个 棉铃 虫 地 理 种 群 每 个 种 群 随 orole  TCGGCGGTTC lo 2 l 
机 选取 5 个 个 体 , 进 行 种 群 内 个 体 变 异 和 种 群 ”OPO-19 GGTGCACGTT 2 1 3 
遗传 变异 的 RAPD 分 析 ， 所 选 引物 为 OPO- ae aaa | 、 
8、OPO-10、.OPO-15( 扩 增 结果 见 图 3),OPH- opis og ER wo i 
16， 共 85 个 个 体 ， 得 到 56 个 多 态 性 位 点 ， 从 ”OPH-07 CTGCATCGTG 7 2 9 
聚 类 分 析 结 果 (图 4) 可 以 看 出 , 其 分 为 四 大 ee P ; 
类 群 : 第 一 群 是 差异 最 大 的 三 亚 (SY) 种 群 ， OPH-16 TCTCAGCTGG 2 2 4 
它 与 新 乡 种 群 的 遗传 距离 为 0.73 (类 平均 距 OPR-02 CACAGCTGCC 2 1 3 
Br), 而 且 5 个 个 体 全 部 聚 在 一 起 (81~85), OPAL-01 TGTGACGAGG 2 2 4 
个 体 间 最 大 遗传 距离 为 0. 3, 这 说 明 个 体 间 变 Ar ORAL sus 


异 相对 较 小 。 第 二 群 是 新 疆 莎 车 (SC) HH, 

它 的 5 个 个 体 也 聚 在 一 起 (1 一 5), 个 体 间 最 大 遗传 距离 为 0. 44。 第 三 群 最 大 ,包括 14 个 地 
理 种 群 ， 南 京 、 衡 阳 、 信 阳 、 武 穴 、 杭 州 (53 一 78) 5 个 长 江 流 域 棉 区 的 棉铃 虫 种 群 全 部 
聚 在 右 外 侧 ， 它 们 之 间 的 关系 相对 较 远 ， 多 呈 阶 梯 状 ， 每 个 种 群 内 个 体 间 的 遗传 变异 相 
对 较 大 ， 最 大 达 0. 51 ， 黄 河流 域 的 几 个 种 群 基本 处 于 中 心 ， 如 新 乡 、 德 州 、 敲 密 、 本 州 
(11~30) 等 种 群 ; 接着 是 辽河 流域 南部 的 定 兴 、 北 京 和 辽阳 (34 一 49) 种 群 ， 渭 南 种 群 
处 于 其 中 间 ; 5 个 个 体 全 部 聚 在 一 起 的 有 新 乡 、 德州 和 北京 3 个 种 群 ， 4 个 个 体 聚 在 一 起 的 
有 高 密 、 定 兴 和 渭南 3 个 种 群 ; 总 的 来 看 它们 种 群 内 的 变异 很 不 一 致 ,遗传 距离 最 小 的 为 
新 乡 和 德州 种 群 , 其 中 新 乡 有 2 个 个 体 完 全 一 致 ; 遗传 距离 最 大 的 是 有 的 个 体 与 别 的 种 群 
RE, MBM (11, 29, 30, 50, 51), A (79. M C17, 18, 34~36) 种 群 
有 :2 个 或 3 个 个 体 与 别 的 种 群 聚 在 一 起 , 说 明 有 的 个 体 变 异 较 大 , 种 群 内 的 异 质 性 较 强 , 但 
种 群 间 的 遗传 分 化 较 小 , 最 小 的 为 新 乡 和 德州 种 群 , 遗传 距离 为 0. 125 .第 四 为 哈密 种 群 ， 
虽然 它 和 最 中 心 的 黄河 流域 种 群 聚 在 一 起 ,但 从 图 上 可 以 看 出 : 它 和 本 支 内 的 其 它 种 群 
有 明显 的 区 别 , 是 独立 的 一 支 ， 与 新 疆 的 莎 车 种 群 比较 靠近 , 它 的 5 个 个 体 虽 然 也 聚 在 一 
起 , 但 个 体 间 的 变异 相对 较 大 。 此 外 , 从 图 中 还 可 以 看 出 有 6 个 离 本 群 很 远 的 单个 个 体 ， 甚 
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至 与 大 部 分 种 群 关系 都 很 远 ,如 简阳 3 号 (79) 

各 渭南 2 号 《80) 个 体 处 于 分 支 图 的 右边 , FE 
1-4 近 三 亚 ; 其 次 是 定 兴 5 号 (68) 和 高 密 1 号 
(52)， 也 离 本 群 相 对 较 远 ,加 州 的 5 个 个 体 分 
了 3 支 ,这 说 明 简阳 、 和 台州 种 群 的 末 合 度 较 高 ， 
其 次 是 辽阳 、 渭 南 、 定 兴 和 高 密 种 群 。 


E 
Bu 
Kae 3 讨论 
i 上 述 两 种 分 析 方 法 结果 稍 有 差异 ， 这 可 
能 与 所 分 析 个 体 不 完全 相同 有 关 ， 但 它们 均 
将 棉铃 虫 17 个 地 理 种 群 划 分 为 四 大 类 ， 三 亚 


SC HY NJ XX WN | DX XY SY 


HM HZ YZ GM BJ) DZ WX JY ADEHRRARAR, SHEA Hea A H 
显 的 间断 ;第 四 群 包括 14 个 地 理 种 群 ,其 中 长 
图 2 棉铃 虫 17 个 地 理 种 群 杀 缘 关 系 树 状 图 ” 江 流 域 的 4 一 5 个 地 理 种 群 处 在 外 侧 ， 种 群 内 
种 群 或 种 名 缩写 同 “ 材 料 与 方法 "” 部分 。 相对 变异 较 大 ， 而 黄河 流域 和 辽河 流域 南部 
的 7 一 8 个 种 群 处 在 中 心 ， 种 群 间 分 化 相对 较 小 ， 种 群 内 个 体 间 有 的 变异 很 大 ， 有 的 个 体 
甚至 与 其 它 种 群 聚 在 一 起 〈 图 4)， 这 说 明 在 黄河 流域 、 辽 河流 域 及 长 江 流域 的 棉铃 虫 种 
群 间 不 存在 基因 交流 障碍 ， 特 别 是 黄河 流域 棉 区 与 附近 几 个 棉 区 的 棉铃 虫 基 因 的 相似 程 
度 很 高 .可 能 存在 着 广泛 的 基因 交流 。 
通过 形态 比较 和 特征 变异 的 数值 分 析 (将 另 文 发 表 ) 及 DNA 多 态 性 的 RAPD 分 析 ， 
结果 均 表 明 : 棉铃 虫 任 一 地 理 种 群 都 是 一 个 遗传 多 样 性 很 强 的 种 群 , 个 体 间 的 变异 很 大 ， 
但 种 群 间 的 分 化 却 相 对 较 小 ， 其 形态 特征 变异 的 均值 比较 接近 。 从 单个 个 体 的 RAPD 分 
析 可 以 看 出 : 有 些 种 群 内 的 个 体 变 异 大 于 种 群 间 的 遗传 分 化 ， 这 种 现象 不 仅 存 在 于 我 国 
北纬 18. 32 一 42. 86 度 ， 东经 77. 22~123. 04 之 间 , 而 且 在 整个 亚洲 大 陆 、 印 度 尼 西亚 东部 
和 菲律宾 及 南非 之 间 也 没有 明显 的 地 理 分 化 "" ， 说 明 本 种 在 大 范围 的 分 布 区 里 没有 基因 
交流 的 障碍 ， 可 以 长 期 保持 本 种 的 一 致 性 ， 此 外 ， 种 群 内 丰富 的 遗传 多 样 性 也 从 一 个 侧 
面 说 明了 种 群 间 有 经 常 交流 的 可 能 性 ， 否 则 它 可 能 会 由 于 长 期 的 演化 趋 于 一 致 。 
另外 , 我 们 从 棉铃 虫 属 这 18 个 种 和 7 个 亚 种 的 系统 关系 和 分 布 也 可 以 看 出 : 只 有 棉铃 
虫 和 美洲 棉铃 虫 五 . zea 为 分 布 范围 最 广 的 两 个 种 ,一 个 占 了 东 半 球 ,一 个 占 了 西半球 ,而 
其 它 的 种 和 亚 种 多 集中 在 中 间 的 岛屿 或 在 南半球 局 部 大 陆 上 CARR H. assulta fil 
外 ), 经 过 长 期 的 演化 ,它们 之 间 都 有 较 明 显 的 分 化 和 生殖 隔离 , 分 布 范 围 越 小 的 种 类 相 
对 分 化 越 明 显 。 通 过 种 间 杂 交 实 验 吕 发 现 : 试验 的 6 种 中 , 只 有 棉铃 虫 、 美 洲 棉铃 忠和 澳洲 
Haas OH. punctigera 可 以 配对 、 交 配 , 相互 间 的 交配 率 是 瓦 . zea EHS H. armigera 和 
H. puncitgera 雄性 的 交配 率 分 别 是 23% 和 4%; 其 雄 虫 与 这 两 种 肉 虫 的 交配 率 分 别 是 
47%MS% AAs H.armigera 与 H. punctigera 交配 率 是 5%; 都 可 以 看 出 棉铃 虫 与 美洲 
棉铃 虫 的 杂交 率 较 高 , 而 与 澳洲 棉铃 虫 的 杂交 率 很 低 。Laster 等 外 通过 美洲 棉铃 虫 与 采 自 
俄罗斯 塔什干 的 棉铃 虫 的 杂交 试验 表明 : 这 两 种 不 仅 能 正常 交配 、 产 匈 ， 而 且 其 后 代 也 
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图 3 引物 OPO-15 扩 增 的 产物 
1~5. SC; 6~10. HM; 11~15. HY; 16~20. HZ; 21~25. WX; 26~30. XY; 31~35. YZ; 
36~40. XX; 41~45. DZ; 46~50. GM; 51~55. WN; 56~60. JY; 61~65. SY; 
66~70. DX; 71~75. NJ; 76~80. BJ; 81~85. LY; 
M. 标准 分 子 量 QDNA Hind+ EcoR 1); 
bp. 碱 基 对 数目 


可 正常 繁殖 ， 所 产后 代 的 晴 重 、 大 小 、 幼 虫 发 育 速度 及 繁殖 力 等 与 自 交 无 差异 ， 这 些 都 
说 明了 这 两 种 生殖 隔离 的 不 完全 性 和 生殖 选择 的 不 严格 性 。 但 从 系统 分 化 的 程度 和 分 布 
区 域 看 ， 这 两 个 种 有 较 明 显 的 间断 ， 可 以 认为 是 相对 独立 的 种 ， 那 么 这 种 生殖 选择 的 不 
严格 性 可 能 是 由 于 迁 飞 扩散 使 得 肉 雄 常常 发 生还 亲 交 配 、 尝 殖 ， 长 期 的 进化 使 得 它们 对 
异性 的 形态 、 色 彩 、 其 至 性 行为 等 都 选择 不 严格 ， 从 而 容易 配对 交配 ; 其 杂交 后 代 的 正 
常 发 育 和 繁殖 进一步 说 明了 其 生殖 生理 选择 的 不 严格 性 。 相反 ,澳洲 棉铃 虫 及 一 些 岛 由 
种 却 有 严格 的 生殖 选择 “”-。 因 此 , 我 们 认为 棉铃 虫 不 仅 在 中 国境 内 , 也 不 局 限于 亚洲 , 而 
可 能 在 整个 亚洲 、 非 洲 及 欧洲 南部 之 间 都 不 存在 基因 交流 障碍 。 所 以 要 彻底 搞 清 棉铃 虫 
的 迁 飞 、 扩 散 规 律 及 其 暴发 周期 ， 还 必须 进行 国际 间 的 协作 。 
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图 4 Fees 17TH ESOT TA RAKAM RA 


1~5. SC; 6~10. HM; 11, 29, 30, 50, 51. YZ; 12~16. XX; 17, 18, 34~36. LY; 19~23. DZ; 
24~27, 52. GM; 28, 31~33; 79. JY; 37—40, 68. DX; 41~44, 80. WN; 45~49. BJ; 


53~57. HZ; 58~62. WX; 63~67. XY; 69~73. HY; 74~78. NJ; 81~85. SY 


致谢 在 研究 过 程 中 ， 吴 孔明 博士 、 王 武 刚 研 究 员 、 深 单 梅 小 姐 提 供 了 大 量 的 供 试 棉铃 
E, FERH. 
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RAPD ANALYSIS OF DNA POLYMORPHISMS IN 
COTTON BOLLWORM (HELICOVERPA ARMIGERA) 
FROM DIFFERENT REGIONS OF CHINA 


Lei Zhongren Li Li Guo Yuyuan 
(Institute of Plant Protection, China Academy of Agricultural Science Beijing 100094) 


Abstract The results of RAPD analysis of genetic variation among 17 geographic 
populations of cotton bollworm (CBW) showed that these populations could be divided 
into 4 distinct groups. @)Sanya (SY) group, @Shache (SC) group, @Hami (HM) 
group and @)the rest (14 populations). The SY group had the longest genetic distance 
to the other groups and the 4th group had rather few genetic variations or much more 
gene similarity among populations. The genetic distance between Huanghe River Valley 
population and Liaohe River Valley population was the shortest. It was found by indi- 
vidual RAPD analysis that the individuals possessing the same genetic characteristics 
were distributed disorderly in different geographic populations, indicating that there are 
frequent gene exchanges among populations from different ecological regions. Lastly, 


the reason of variation among geographic populations of CBW was discussed. 


Key words Helicoverpa armigera, geographic populations, genetic variation, RAPD 
analysis 


